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REZUMAT

Al doilea articol din aceastd serie face o trecere Tn
revistd a datelor experimentale referitoare la transductia
mesajelor, in cursul morii celulare prin apoptoza. Sunt
prezentate mai amplu cadile de semnalizare si structurile
implicate Tn controlul genetic al acestui tip de moarte
celulard. Intelegerea unor detalii de naturd molecularad
ale acestor mecanisme ar permite designul unor noi
strategii terapeutice, orientate spre inducerea sau blocarea
mortii celulare, in scopuri medicale. Datele prezentate
arata ca, in ciuda progreselor remarcabile inregistrate,
imaginea noastrd de ansamblu asupra mortii celulare
prin apoptoza este departe de a fi completa.

Cuvinte cheie: apoptoza, cai de semnalizare, p53,
bel-2

ABSTRACT
Apoptosis and all death concept in development
process, in pathology and therapy
In this article, we review some of the experimental
evidence concerning signal transduction of apoptotic cell
death. A more detailed perspective is presented on
signalling pathways and genes involved in the control of
apoptosis. A molecular understanding of these mechanisms
may allow the design of therapeutic strategies oriented to
either induce or block cell death in medical purposes. The
recent progress in understanding the processes reviewed
here show that, despite the significant advances, our picture
of apoptotic cell death is far from complete.
Key words: apoptosis, signalling pathways, p53, bcl-2

1. Factorii de supravietuire sau
moartea prin lipsa de comunicare

Mecanismele de control, precum si etapele parcurse in
cursul proliferarii celulare normale sunt cunoscute tot mai in
detaliu (11-13, 15, 24, 29, 38). Dimpotriva, cunostintele asupra
mecanismelor ce guverneaza echilibru! dintre supravietuire
si moartea celulard sunt in curs de acumulare. Au fost
claborate mai multe teorii asupra supravietuirii celulelor (1).
Punctul de vedere ,extrem* a fost formulat prin enuntarea
ideii ¢4, in absenta unor semnale ,de supravietuire®, conduita
implicitd* a celulelor ar fi sinuciderea. Raff si col. au aratat
cd, cel putin pentru unele tipuri de celule, dependenta de
mesaje de ,supraviefuire” este un fapt cert. Celulele in cauza
ar fi: neuronii in cursul dezvoltarii S.N.C,, celulele cortexului
suprarenalei, celule ale sistemului hematopoietic, celulele
epiteliale prostatice (1, 32).

Dependenta de ,mesaje de supraviefuire ar putea,
teoretic, reprezenta o modalitate de a elimina celule ajunse
(fie in cursul dezvoltari, fie in conditii patologice) la distanta
de locul lor firesc in organism si, implicit, la distanta de sursa
mesajelor lor de supravietuire. Conditia ce s-ar impune,

pentru o astfel de ipotezd, ar fi aceea ca ar fi necesar ca
natura mesajelor de supravietuire sd fie semnificativ diferita,
in functie de tipul de tesut. Din aceeasi perspectiva, s-ar
putea explica (alaturi de alte mecanisme) si latenta dintre
dezvoltarea unei tumori maligne si momentul aparitiei
metastazelor. In aceasta ipoteza, celulele metastatice fie isi
pot bloca mecanismele de inducere a apoptozei, fie isi dezvolta,
pe cont propriu, sinteza factorilor de supraviefuire necesari.
Noutatea acestui tip de abordare consta in ideea ca
fenomenul de dependenta de factori de supravietuire
sintetizati de alte celule ar putea fi un fenomen mai general,
ubicuitar chiar, cel putin pentru organismele eucariote.
Derivand din aceastd ipotezd, o altd speculatie, pur
teoretici deocamdati, este aceea ci una dintre modalitatile
de mentinere a echilibrului dintre numarul de celule ce
prolifereaza si numarul celor ce sunt distruse ar putea fi
competitia pentru semnale de supravietuire. In plus, acest
mecanism, daca ar fi intr-adevar operant, ar implica o selectie
Jnaturala® a celulelor. Vor supravietui numai celulele echipate
cu receptori §i cdi de semnalizare intacte funcfional.
Dincolo de ipoteze, exista dovez experimentale ce par si
sustind posibilitatea acestui tip de moarte celulara prin lipsa
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comuticare. Studinl efectuat de Boudreau si col. h)_ a
minat rolu! semnalelor elaborate la nivelul matricel

extracelule in supravictuivea celulelor epiteliale din glanda
mamard. Rezultatele acestul grup sugereaza ca structura
tridimensionala a matricei extracelulare s mesajele transiise
de aceasta catre celula, prin intermediul receptorilor .de tip
integrine, participd la mentinerea starii de diferentiere a
celulelor epiteliale, si previne apoptoza. Dimpotriva, degmdqrcq
proteoliticd (de citre metaloproteinaze) a matricel
extracelulare (survenitd in cursul involutiel glandei mamare)
induce cresterea expresiei unei gene ce codificad pentru o
enzima<cheie in declansarea apoptozei: ICE (.interleukin-1b
converting enzime™: enzima de conversie a interleukinei 1b).

2. .Semnale de viata” si ,semnale de
moarte”. Apoptoza din perspectiva
receptorilor

Mecanismele prin care celulele mentin sub control
componentele programului de autodistructie, inscris genetic,
sunt complexe. Pentru moment, membrana celulard pare si
fie ,agentul” de legatura ce receptioneaza mesajele care pot
duce la luarea unor decizi ,de viata si de moarte” (10, 17,
25, 27, 31, 36).

Acelasi tip de molecule-semnal poate fi purtitorul unei
.sentinte* sau al unei ,gratieri*. In figura 1 sunt reprezentati
o parte dinire receptorii membranari ce pot participa la
initierea apoptozei: TNFR-1, CD95 (Fas sau APO-1) si
receptorul DR-3, precum si ciile de semnalizare cu care
acesti receptori sunt cuplati. Trebuie subliniat ¢i aceeasi
molecula - TNF (.tumor necrosis factor®) - poate activa un
al doilea tip de receptor (TNFR-2). Legarea de acest tip de
receptor poate determina initierea unei secvente de reactii
biochimice ce se finalizeaza cu proliferarea celulari (cel putin
pentru timocite) sau cu activarea factorului nuclear kB
(NF-kB) (5). Acesta din urma poate modula expresia unor
variate gene si genera unele din aspectele complexe ale
raspunsului celular la TNF (9).

5. Transductia semnalului de moarte
celulara

Informatiile obtinute pina in prezent pe organisme
inferioare - nematodul Caenor-habditis elegans si insecte din
specia Drosofila - au demonstrat faptul ci, cel putin in parte,
mecanismele genetice ale programului intrinsec al sinuciderii
celulare au fost conservate, in evolutie, de la aceste specii si
pana la vertebrate. Rezultatele comunicate in ultimii cativa
ani au aratat ca s-a profitat din plin de avantajele oferite de
oportunitatea de a studia fenomenul mortii celulare la aceste
organisme, cu ajutorul unor modele experimentale mai
accesibile si cu mai putine necunoscute (este cunoscut, de
exemplu, numarul exact al celulelor dintr-un organism adult
la nematodul Caenorhabditis elegans, iar genomul siu va fi,

probabil in 1998, in intregime cartografiat) (18). Pentru
comparatie, trebuie mentionat ¢d se estimeaza ca ,Proiectul
genomului uman® sa fie finalizal in anul 2005 (au fost
cartografiate circa 16.000 din totalul, estimat la 50.000 -
100.000 de gene umane) (35). Astfel, rezultate sau ipoteze
variate au putut fi initial testate pe aceste organisme si,
ulterior, doar verificate sau nuantate pe organisme mai
evoluate sau pe celule umane. In figura 1 sunt prezentate
§i caile de semnalizare intracelulari ce pot induce activarea

programului de moarte celula}'ﬁ. ce IJOﬂl‘fﬁlll‘ﬁS{llurile
biochimice si mor fologice caracteristice apoptozel. Desi initial
s crezul ¢i proteinele purtitoare ale unui ,domeniu g
mortii* ar fi strict conectate cu cdile de semnalizare ce indye
apoptoza, ulierior s-a sugerat cd aceste domenii structurale
ar fi, mai degrabda, module ale |'nt'erac.1,‘1u.nu tip
,proteind-proteina“, decat substructurl specializate in
transductia semnalului de moarte. (5) ; ]

ICE si caspazele. Din ﬁgura_ 1 reiese ca activarea
caspazelor (enzime inrudite cu enzima ICE) reprezintd o
adeviratd placd turnanta in transductia semnalului de moarte
celularda. Descoperirea omologiei structurale marcate intre
enzima ced-3 (cenorhabditis elegans death) si ICE
(interleukin 1b converting enzyme) - precedata de precizarea
rolului ced-3 la nematod - a dus la evaluarea ICE ca enzima
implicata in apoploza, la vertebrate. Cresterea expresiei genei
pentru ICE, in variate tipuri de celule de mamifer, s-a constatat
a fi urmata de o accentuata intensificare a apoptozei in aceste
tesuturi. (41,42). Ulterior, s-au identificat izoforme ale enzimei
ICE precum si omologi ai acestel enzime: nedd (omologul
sau la om a fost denumit Ich-1), mch2, ICE-LAP3, TX/ICH-2/
ICErel-I si ICErel-Ill. A devenit necesard o clasificare si
elaborarea unor criterii de denumire a acestor enzime.
Numele atribuit familiei a fost cel de caspaze (de la
cistein-aspartat proteaze), iar diferitele subfamilii,
individualizate pe baza aseminirilor de structurd; fiecare
dintre cele 10 enzime - identificate prin hibridizare incrucisati
cu ADN complementar ICE, urmati de ciutarea intr-o banci
genomicd de date (de provenientd umani) - a fost identificata
printr-un sufix numeric. In figura 2 este prezentati o adaptare
a clasificarilor propuse de Alnemiri si col. (2) si preluata de
Nagata (26). Caspazele 2, 4, 5 sl 7 sunt capabile sd induci
moartea celulara, atunci cand sunt exprimate in exces, in
celule de mamifer, iar caspazele 6 si 3, daca sunt exprimate
in exces, in celule ale insectelor. (26)

Asupra tintelor moleculare ale cascadei enzimatice
declansate de activarea caspazelor datele din literatura sunt
mai putin abundente. Se poate consemna, mai degraba un
inventar al unor molecule, care pot participa la generarea
modificarilor biochimice si morfologice caracteristice apoptozei.
»Disectia“ farmacologica a secventei lor de activare, precum
si precizarea acelor proprietati ale acestor molecule (cu
mulfiple efecte) implicate in apoptoza sunt la inceput.

Dupd cum reiese din figura 1, printre aceste tinte
moleculare ale caspazelor se afld: proteinele Rho-GDI (,Ras
Homologue-guanine nucleotide dissociation inhibition®),
polimeraza poli-ADP-ribozei st alte molecule, cu rol in
producerea modificirilor morfologice ce insotesc apoptoza
(actina, de exemplu). Rolul proteinelor Rho-GDI1 este unul
com_plex, interactiunea lor cu alte proteine din aceeasi familie
(ce include circa 50 de protein-GTPaze monomerice inrudite
ai J?as ) Puténd determina reorganizari ale componentei
actinice a citoscheletului celular; ca raspuns la anumiti stimuli
(28).

: La realizarea acestor remanieri citoscheletale pot participa
si senin-treonin-kinaze de tipul PAK (,p21-activated Kinase").

Unul dintre evenimentele initiale in cursul derularii
programului de apoptoza intr-o celuli este exportul de
fosfatidilcoling, in foita externa a bistratului lipidic membranar:
Alterarea functiei PAK, indusi experimental, poate impiedica
acest transfer al fosfatidilcolinei (34).

Descoperirea faptului ¢ unele dintre procesele celulare
sunt controlate de module alcatuite din protein-kinaze a
fost considerata drept cel mai important progres inregistrat
in cercetarea asupra semnalizarii transmembranare, in
ultimii 5 ani. (17).
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Doua observatii sugereaza ci printre mecanismele de
controlul ale apoptozei s-ar putea numara astfel de module de
protein-kinaze.

Prima observatie este aceea ci activarea protein-Kinazei
B (denumita si Akt, dupd numele genel ce a permis
identificarea ei) reprezinti o verig intr-un astfel de lant al
activarii unor proteinkinaze. Se pare cd mecanismul prin
care IGF-1 (insulin growth like factor-1) poate proteja
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Proteoliza moleculelor substrat
pentru execufia mortii celulare:
polimeraza poli-ADP-ribozei (PARP),
lamind rho-GDI, actina '

Fig. 1.
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celulele neuronale de stimuli ce indue apoptoza, este legat de
participarea acestei protein kinaze (Akt). In plus, la aceastd
cale de semnalizare participd si fosfoinozitid-3-kinazele. (17).

O a doua observatie sugereazi c3 fluxul de informatie al
mecanismelor mortii celulare ar putea include si 0 cale ce
implicd participarea cascadelor activate de compusi cu
potential mitogen (cascada MAP-K, »mitogen-activated
protein-kinase*) (19). Implicarea unor astfel de cii de

e

R R

Reprezentarea schematicd a asemanarilor si deosebirilor intre ciile de semnalizare controlate de cele trei

tipuri de receptori membranari ce pot transmite un semnal intracelular finalizat cu moartea celulara, Cuplarea unui ligand
cu receptorii specifici (ligand neidentificat inca pentru receptorul DR-3, denumiit astfe] pornind de la ,Death Receptor)
este urmata de trimerizarea sau oligomerizarea receptorului, Aceasti formd a receptorului poate atasa variate molecule
adaptoare, purtitoare ale unui ,domeniu al mortii* (,death domain®, termen introdus de Tartaglia in 1993) (39). Atunci

cand au un rol direct efector in generarea morfii celulare, aceste

domenii sunt notate in literaturd cu numele DED

(.Dead Effector Domain®) Moleculele adaptoare cunoscute in prezent sunt: FADD (Fas-Associating Protein with Death
Domain), denumita si MORT-1; TRADD (TNFR1-Associated Death Domain Protein), al cirui domeniu al ntortii nu este
considerat direct efector; domeniile mortii din cele doui molecule, FADD §i TRADD, pot insa interactiona intre ele; RIP
(Receptor Interacting Protein) este o serin/treonin-kinaza purtitoare a unui domeniu al mortii ce poate interactiona cu

TRADD. Au fost descrise doui cii de semnalizare finalizate cu initierea apoptozei

: @) activarea caspazei 8, fie prin

intermediul moleculei FADD, fie prin cooperarea FADD-TRADD: b) activarea caspazel 2, prin intermediul moleculei RIP
si 0 moleculd adaptoare (nereprezentata in figurd) denumita RAIDD (RIP-Associated Ich-1/CED-3 Homologous Protein
with Death Domain). Aceastd ultimi cale urmeazi a fi sustinuta de dovezi experimentale (insuficiente pani in prezent).
FLICE (FADD-ike ICE) si MACH-1 (MORTI-Associated Ced-3 Homologue) sunt numele anterioare ale caspazei
(cistein-aspartat proteazd) denumitd si ICE (Interleukin-1b Converting Enzyme), enzimi ce, in urma activarii, va genera
compusi ce vor determina modificari biochimice si morfologice, caracteristice apoptozei. Rho-GDI = Raxs homologue -

Guanine nucleotide Dissociation Inhibitor (explicatii in text).

TRAF = TNF Receptor Associated Factor.
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semnalizare (Akt si, respectiv, MAPK), este incd in curs de
evaluare.

Granzimele si perforina. Tabloul cailor de semnalizare
prezentat in figura 1 este departe de a fi complet. Existd date
care aratd ci aceste cai de semnalizare pot fi modulate prin
interventie la diferite niveluri. Activarea cascadei enzimatice
a caspazelor poate fi initiatd, spre exemply, in celulele tinta
ale limfocitelor citotoxice, precum si in cele ale celulelor NK
(,natural killer"), prin eliberarea, prin exocitozd, a unor
granule ce contin enzime (denumite granzime: A §i B) s,
respectiv perforind. Mecanismul de actiune al acestor
componente se deruleaza astfel:

- exocitoza din celulele limfocitare;

- formarea de catre perforind a unor pori in membranele
celulelor tintd;

- trecerca granzimelor in citosolul celulelor {intd

- activarea prin proteolizd a cascadei enzimalice a
caspazelor.

Merita observat faptul ci modificari citoplasmatice
caracteristice apoptozei pot fi induse si in celule din care
nucleul a fost extras. Aceste celule pot riméne active fiziologic
o perioadi considerabila de timp. De asemenea, alterari ale
materialului nuclear similare cu cele din cursul apoptozei pot
fi evidentiate pe nuclei izolati. Aceste observatii au condus
la ideea ca diferitele compartimente celulare poseda o
autonomie remarcabild, in initierea si/sau derularea unor
procese asociate cu apoptoza. (37)

4. Comunicarea intercelulara
si apoptoza

. Pz‘mé‘ recent, participarea comunicarii intercelulare prin
jonctiuni de tip gap la modularea diferitelor raspunsuri

celulare a fost, in mare parie, ignoratd. In figura 3 am
cchematizat ciile transferului de informatie intre celulele
aflate in contact si/sau la distan{a. Schemati?;u'ea incearca
s {ina cont de tipurile endocrind, paf'ac1:1115 si aulocn_nﬁ_ ;‘ﬂe
comunicarii prin molecule-semnal cit si de caracteristicile
comunicarii prin neuromediatori.

Pot jonctiunile gap, acest tip de ,telefon celular” (termen
utilizat de J.P. Resel la simpozionul ,Comunicarea celulara
in cursul cresterii controlate §i necontrolate”, in anul 1989,
la reuniunea anuald a Societd{ii de cercetare a radiatiilor,
Seatile S.U.A) transmite mesaje de moarte ? Trosko si
Goldman au examinat datele experimentale disponible asupra
unei asfel de ipoteze. (40). Rezultatele unui astfel de demers
ar putea fi sumarizate astfel:

- in numeroase forme de neoplazie exista o alterare a
comunicarii prin jonctiuni de tip gap;

- promotori tumorali de tipul TPA (2-O-tetra-
decanoil-forbol-13 acetat), fenobarbital, activatori ai proliferarii
peroxizomilor pot inhiba atat apoptoza cit si comunicarea
prin jonctiuni de tip gap;

- retinoizii, dexametazona, TGF-b, compusi ce pot amplifica
apoptoza, sunt dovediti si ca activatori ai comunicarii prin
jonctiuni de tip gap.

De aceea, acesti autori au postulat ca, teoretic,
medicamentele cu potential modulator asupra comunicarii
intercelulare prin jonctiuni de tip gap ar putea modula si
programul de moarte celulard prin apoptoza.

Unele indicii in aceastal privintd existd deja. Oncogene de
tipul raf si 7as au fost asociate atat cu diminuarea comunicarii
intercelulare prin jonctiuni de tip gap, cat si cu inhibitia
apoptozei induse prin iradiere (40). A fost demonstrata
experimental, de asemenea, capacitatea unor gene ale
expresiei tumorale de a influenta mecanismele de transcriere
a genei ce codifici pentru conexina 26, molecula ce participa

,Farh_ilja-i'prg.)teazelbr ICE

(cistein-aspartaze sau caspaze)

T

: Familia_caspazei-1
-caspaza-1 (1CE) :
-caspaza-4 (ICErel-I1, TX, ICH-2)
- -caspaza-5 (ICErel-II, TY)

2
-caspaza-2 (ICE-1)
caspara-9 (ICE-LAPG)

Familia caspaze

o e Ay AP RN A SN VO e e e e

e =3

~-caspaza-3 (CPP32, Yama, apopaind) -

-caspaza-6 (Mceh2)

-easpaza-7 (Mch3, ICE-LAP3, CMH-1)
-caspaza 8 (FLICE, MACH, Mchs)
-caspaza 9 »(ICE'TLAPQS,_M&(;)-, ;

\'-\:‘faspazaélﬂ (Mch4)

‘ m-l-w._-- - ,u-,...,.o;‘:-&é

Fig. 2. Familia cistein-aspartazelor (caspaze), enzime denumite generic anterior cu numele primului reprezentant
(ICE, ,interleukinlb converting enzyme"), grupate pe baza criteriilor de omologie structurala. Alnemri (2) si Nagata (26)
subliniazi oportunitatea schimbdrii denumirilor acestor enzime, adesea greu de asociat cu apartenenfa la aceeasi familie
(denumirile sinonime sunt trecute in figura in paranteze). Este propus un singur nume, acela de caspaze (nume ce trimite

la un aspect functional al acestor enzime).
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la realizarea structurii hexamerice in unele jonctiuni de tip
gap. (20)

Desi inca la stadiul de (atractive) ipoteze, aceste speculatii
referitoare la una din fatetele relatiei cauza-efect intre
transferul de informatie prin jonctiuni de tip gap si apoptoza,
meritd a fi luate in consideratie. Comunicarea anumitor
semnale prin jonctiuni de tip gap ar putea fi, chiar daca nu
o conditie suficientd, una necesara pentru transmiterea
semnalului de moarte in tesuturile ,solide®. In acelasi timp,
s-ar putea explica - prin existenta acestui mecanism
~hon-genotoxic" - progresia tumorali prin inhibitia apoptozel,
ca urmare a atenuirii / blocarii transmisie , pe aceasta cale,
a ,semnalelor de moarte®.

5. Gene ale vietii si gene ale mortii.
Controlul genetic al apoptozei
Numele mare al abrevierilor utilizate in literatura

internationald genereazi, uneori impresia - falsd - a unei
inconsecvente in ceea ce priveste denumirea si/sau modul

de notare al numelor genelor. Explicatia asupra acestei apa-
rente inconsecvente este datd de criteriile diferite utilizate
pentru denumirea genelor, la diferite specii. Caseta 1 prezinti
citeva dintre criteriile in uz asupra nomen-laturii genelor.

Gena p53 sau gena supresoare tumorald prezinta mutatii
la peste 50% din pacientii umani diagnosticati cu o forma
oarecare de cancer (43). O astfel de informatie poate constitui
prilejul de a examina, sumar, modul in care se practici astizi
abordarea la scara moleculara a farmacologiei cancerului,
precum si a impactului pe care il au, in prezent, progresele
in domeniul biologiei moleculare si al informaticii asupra
cercetdrii medicale. Meritd, de asemenea, a fi remarcata
pozitia pe care o ocupd mecanismele corelate cu apoptoza, in
aceastd abordare.

Strategia utilizata in prezent de catre National Institute
of Health (N.ILH.) din S.U.A. in identificarea unor noi agenti
antineoplazici include un screening preliminar, realizat cu
ajutorul a trei baze (banci) de date interconectate:

- una ce contine informatii referitoare la structura
compusilor (460.000 de molecule, ce pot fi analizate pe baza
a 270.000.000 de ,descriptori” ai unor aspecte de structuri;
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CASETA

I .REPERE ASUPRA NOMENCLATURI GENELOR (adaptare dupa ref.21)

Nu evis mea reguli clar definite, care si fie general valabile pentru denumirea gel'neto.r St nugag‘elortultx}mr
speciilor, In plus, conventiile asupra denumirii genelor sunt destul de neopogene. pentru dlfe‘i)‘ltc’ s?fzcu' e ‘ j?brgaéusn}f:_u
it general. se recomanda ca numele genelor, alelelor §i genotipurile si fie notate cu carectere . Halice, 1ar ICNoUpuric

e caractere romane, De asemenea, se recomanda ca numele genelor mutante sa mu

Numeroase gene poartd (incd) numele dat primel mutante identificate,

fie notate cu caractere italice.
care a dus la descoperirea lor.

Pentru specia umend. Genotipurile (focusuri si alele) sunt notate cu caractere 'ua.hc'c, jar fen,oﬂpgnle_, si. {nutg;xztfglg :
cu caractere romane. Numiele locusurilor se scriu cu caractere majuscule (or., BAX) iar alelele recesive cu h}exjg mici,

(ex., myc). Cromozomii sunt nofati cu cifre arabe.

.

Pentru soarece. In nomenclatura acestor gene exista urmatoarele diferente (fata de simbolurile pentru nomenclatura

prima litera majuscula (ex., Src), iar genele rec¢siv¢_icu hter'e'@_ci_f

locusul respectiv.

Pentru Drosophila melanogaster §i alte insecte. Numele genelor 1a Drosophila, si cu precadere al acelor gene

implicate in procesul de dezvoltare, sunt descriptive

si, uneori, chiar neobisnuite sau cu o tenta umoristica {ex., ‘sey
- sevenless; boss = bride of sevenless; sos = son of sevenless ete.), Locusurile §i

alelele, precum  si-simbolurile sunt notate

cu caractere italice iar fenotipurile cu caractere romane. Alelele dominante si fenotipurile sunt scrise cu majuscula

initialii (ex,, Notch), iar alelele recesive si fenotipurile sunt scrise cu litere mici. Cromozomii sunt.notati cu cifre romane.
Pentru Caenorhabditis elegans (nematod). Locusurile si alelele sunt notate printr-un cod de trei litere, scris cu

italice iar locusurile diferite ce au ecou asupra aceleiasi funcfii sunt notate cu stfixe numerale (ex. ced-3 de la

Caenorhabditis elegans death).

dintre acestea 60.000 au fost deja testate, pe toate cele 60
de linii celulare de provenientd umani utilizate “ncepand din
1990 la N.LH.);

- baza de date ,tintd" ce include informatii asupra celor
60 de linii celulare (circa 100 de tinte moleculare potentiale
ale medica-mentelor in studiu); printre acestea se regasesc:
oncogene, gene ale supresiei tumorale, cdi de semnalizare
implicate in apoptozd (exemple concrete: indict pentru p53,
H-Ras, K-Ras, N-Ras, Src, Rb, fosfatidil-inozitol-3 kinaza, Bcl-2,
Bax, Bel-X, eic), molecule implicate in controlul ciclului celular
(integritatea punctelor de control G, si G,) mecanismele de
reparare a leziunilor ADN-ului, aspecte ale citoarhitecturii

@ i—— F\amﬂa de gene Bel-2

Gene

®)

B + o) 12

Bax ) + Bel-2) 50

-heterodimers v

celulare, molecule ale semnalizarii intracelulare, enzime
metabolice;

- 0 a treia baza de date ce include “modele” (“patterns”)
ale tipurilor potentiale de activitate farmacodinamica ale
compusilor (circa 3.600.000 de valori posibile ale activitatii)
si se bazeaza pe analiza compusilor deja testati pe cele 60 de
linii celulare.

Aplicarea unui astfel de algoritm de analiza, pentru fiecare
medicament sau compus evaluat, duce la o caracterizare de
tip nou. Compusul evaluat dobandeste o “amprenta”
caracteristica, iar structurile chimice cu mecanisme de
actiune apropiate potl fi grupate in “baterii” (“clusters”),

Gene

il

\ -anti-apoptoza

amcll ) "{-bag-]v" )

“homodimer y—>< Semnal pro-apoptoz.

L

Semnal anti-apoptozi
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astfel putandu-se anticipa proprietati asemanatoare sau
identice, pentru un anume grup de compusi. In aceste
conditii, elaborarea unor Ipoteze de lucru pentru gasirea
unor noi medicamente devine un proces extrem de complex,
pierzand, in mare masurd, caracterul aleator.

Afirmatia ca nici o altd gend examinatd pand in prezent
nu prezinta, in cursul bolii canceroase, un procent mai mare
al mutatiilor decat gena p53, se bazeazi pe o astfel de
analiza. Expresia acestei gene este foarte restransa in celulele
normale, cu excepiia perioadelor in care se produce sinteza
ADN-ului. (30) Aparitia unor leziuni al ADN-ului duce la
cresterea semnificativa a transcrierii genei. Proteina p53 este
apol translocata in nucleu. La acest nivel s¢ leaga de ADN
si moduleaza transcrierea unor gene: p21/waf, mdm2, Bax
(23, 30).

Tumorile in care gena p53 nu este functionald sunt ade-
seori refractare la tratamentul chimioterapic sau la iradiere.

Apare evident, pe baza datelor prezentate, ca identificarea
unor modalitdli de a actiona asupra unor celule lipsite de
gena p53 ar deschide o noua directie in terapie. Datele
prezentate la sfarsitul anului 1996 de grupul lui McCormick
sunt incurajatoare in aceasta directie (6): a fost identificatd
o mutanta a unui adenovirus uman ce se poate replica
selectiv in celule p53-deficiente, iar cresterea tumorala este
semnificativ redusid in aceste condifii. Interesant, de
asemenea, de observat ci descoperirea acestei mutante s-a
ficut pornind de la observatia ca o proteina a acestui
adenovirus poate inactiva gena p53, in celulele in care ea
exista.

Genele familiei bel-2. Numele familiei de gene vine de
la numele liniei celulare in care a fost descoperitd prima
gend (B cell lymphoma), iar gruparea diferitilor membri ai
acestei familii se bazeazd pe criterii de omologie structurala.
Proteinele codificate de genele acestei familii pot interactiona.
Rezultatele acestor asocieri pot fi contradictorii, in plan
functional. (fig.4). Nu s-au putut stabili cu precizie pana in
prezent mecanismele efectoare prin care produsul acestor
gene determini efectul (3, 20). In plus, sunt indicii ca unele
din aceste proteine ar putea participa, prin mecanisme
independente de cele ale apoptozei, la alte procese celulare,
de exempluy, Ja fenomenele de regenerare neuronald axonald.

Proteinele bel-2 pot forma canale (pori) in membranele
lipidice. In plus, aceste proteine pot inhiba proprietati similare
ale unor proteine inrudite: proteinele Bax.

Gena pentru proteina bax apartine familiei de gene
Bel-2. Bax reprezinta una dintre proteinele pro-apoptoza. Mai
mult, spre deosebire de gena p53 sau alte gene implicate in
cancer, singura functie cunoscutd pentru BAX este
promovarea apoptozei (33). Studiile efectuate pe linii celulare
umane, asupra expresiei acestor gene in cursul progresiei
tumorale, la nivelul colonului, au aritat ca existd forme
clinice asociate cu mutatii ce inactiveazd gena BAX, §i, ca
urmare, diminui capacitatea de activare a unei cai de
semnalizare pro-apoptozi, in care este implicata §i gena p53.
Pe de altil parte, in alte forme clinice tumorale colonice nu
au fost decelate mutatii nici la nivelul genelor p53 si nici la
al genelor BAX. Astfel, inactivarea acestor gene pare a nu
fi singura cale de a bloca procesul de apoptozd. Acest fapt
sugereazi pe de o parte, ¢ mecanismele cd prin care unele
celule tumorale “scapd’ initierii apoptozei sunt altele decat
calea Bax - p53, iar, pe de alti parte, ¢ mecanismele de
reglare a mortii celulare sunt nu numai complexe, ci si
redundante.

Mecanismul prin care BAX participa la realizarea apoptozei
pare sa fie legat de capacitatea acestor proteine de a forma
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pori, dupa inserarea lor in membrane. Astfel, proteine BAX
pot facilita efluxul pasiv de ioni si molecule cu dimensiuni
mici, prin membranele in care ele sunt localizate. Prezenta
proteinelor BAX in membranele mitocondriale poate explica
modificirile potentialului transmembranar, survenite la nivelul
mito-condriilor in stadiile initiale ale apoptozei (4).

Bel«l codifica pentru o proteina ce poate fi inseratd in
membrane sintetice si poate da nastere unor canale ionice,
sensibile la pH, cu o cinetica a deschiderii complexa si
conductante multiple (3, 8). Aceste proteine se regasesc in
alcituirea membranelor miitocondriale si pot influenta
susceptibilitatea unor celule la semnale pro-apoptoza.

Presenilinele (PS) 1 d 2 sunt gene ale caror mutatii
sunt asociate cu boala Alzheimer. Aceste gene au fost clonate
si analizate structural, prezentind o omologie structurala de
aproximativ 63% pe ansamblul moleculei si una de 95% atunci
cand s-au analizat numai domeniile transmembranare (16).
Pentru moment, nu se cunosc alte consecinte ale mutatiilor
aparute la nivelul acestor gene, in afara bolii Alzheimer.
Recent, s-au prezentat date care aratd ca PS-2 poate modula
apoptoza. Nu este insi clar dacd pierderile de celule neuronale,
in cursul bolii Alzheimer, sunt generate prin mecanisme
corelate cu apoptoza.

Proteinele Ber si c-Abl, prezente in celulele normale, pot
forma un complex, cu activitate Abl-kinazica si potential
oncogen, Celulele ce exprim3 acest complex sunt foarte
rezistente la inducerea apoptozei, in prezenfa unor stimuli
ce, in mod normal, pot initia acest proces. Experimentele
care au incercat sa stabilieasca o legatura cu genele Bcl2
au sugerat ci Abl-kinaza isi exercita efectul printr-un mecanism
diferit, incd neprecizat (14).

Genele myc codificd pentru un factor al transcrierii
ADN-ului care, se pare, poate induce atat proliferare
necontrolatd cit si apoptoza. Una dintre ipotezele referitoare
la mecanisme susfine ca proteinele myc ar putea reprezenta
elementul ce integreaza cele doud mesaje necesare replicarii,
in cursul unei mitoze normale : unul de trecere catre mitoza
si, un al doilea mesaj, de prevenire a apoptozei (31). Astfel,
se poate specula cd, intr-un astfel de model, trecerea unei
celule catre proliferarea maligna ar presupune atat acumulari
ale unor mutatii care sa favorizeze proliferarea, cat si unele
care si previna initierea, la nivelul acelei clone, a apoptozei.

La Drosophila, gena reaper este inductoare a apoptozei.
Nici mecanismul siu de actiune nu a fost identificat. Deletiile
care includ aceastd gend duc la aparitia rezistentei fata de
apoptoza provocald de iradierea cu raze X. (37).

La nematodul Caenorhabditis elegans gena ced-3 codifica
pentru o proteina similara cu caspazele. De altfel, clasificarea
acestul grup de enzime a avut ca punct de plecare
descoperirea acestei gene la nematod.

In concluzie, mecanismele initierii si deruléirii programului
inscris genetic al mortii celulare sunt complexe, variate si
redundante. Multe din informatiile disponibile in prezent
sunt constatari experimentale asupra capacitatii de a provoca
moartea celulari, in cele mai variate linii celulare, dar,
adeseori etapele intermediare, strabitute in urma activarii
de citre diferite molecule-semnal (au fost evidentiati peste
100 de compusi capabili s initieze apoptoza), raman a fi
stabilite.

Modelele experimentale elaborate pe organisme inferioare
(nematode si insecte) raman in continuare instrumente
deosebit de valoroase pentru cercetirile in vederea
evidentierii unor aspecte noi ale acestui proces.

Descifrarea disfunctionalitatilor procesului de moarte
celulara, implicate in boala neoplazica, continua sa ocupe
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locul cel mal insemnat in preocupirile diferitelor grupurl
angaiale n cercetarea mordit celulare prin apoptoza.
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